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© Sirnultanes Magnetpartikelhandling in zweidimensionaler Anordnung 

© Die Erfindung betrifft eine zweidimensionale Anord- 
nung fur ein sirnultanes Magnetpartikelhandling, beste- 
hond aus einer zweidimensionalen Pipettenanordnung, 
einer zweidimensionalen Magnethalteranordnung und ei- 
ner zweidimensionalen Kavitatsanordnung in Kombinati- 
on mit einer Handhabungsmechanik. 
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Beschreibung 
Umfeld 

Seit Ende der 70er Jahre sind Magnetpartikel in der Mo 5 
lekularen Biologie/Biochcmie in Gebrauch. Viclfach wer- 
den polymcrbeschichtete mikroskopisch kleine Spharen, die 
magneiisches Material in Form von z. B. Eisenoxid enthai- 
ten, genutzt, urn andere MolekUle an der Oberflache zu bin- 
den und zu transport ieren. to 

Der Vorteil dieser mikroskopisch kleinen Spharen - "Ma- 
gnetpartikel magnetic beads" - besteht in der riesigen Ober- 
flache von nur wenigen Milligramm Material und der einfa- 
chen Herstellung von homogenen Partikelsuspensionen, die 
mil normalen Liquidhandlinggeraten pipettiert, dosiert, dis- 15 
pensiert, dilutiert und gemischt werden konnen. Die Zahl 
der Anwendungen kann hier nicht vollstandig beschrieben 
wcrdcn, schr writ, vcrbrcitct sind u. a.: 



- Purification von RNA/DNA-Produkten 

- mRNA-Isolation 

- DNA/RNA Hybridisation 

- Festphasensequentierung 

- Zellseperationstechnik 
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aber auch die ub lichen ELISA-Verfahren sind alternativ mit 
Magnetpartikeln durchfuhrbar, da diese sehr gut mit norma- 
len Laborgeraten gewaschen werden konnen. 

Ein sehr wichtiger Schritt ist auch das Einengen von Sus- 
pensionsvolumina, was uber, die Bindung an Magnetpartikel 30 
ebenfalls moglich ist. 

Stand der Technik 

Zur Trennung der festen und fliissigen Phase sind ver- 35 
schiedene Cerate im Gebrauch. So bietet z. B. die Fa. DY- 
NAL fur ein Mikrozentrifugenrohrchen der Fa. Eppendorf 
eine Halterung an, die das Rohrchen mit einer Feder festhalt 
und gegen einen Permanentmagneten druckt, so daB fast alle 
Magnetpartikel die sich in Suspension befinden zu diesem 40 
hinbewegen. 

Mit Hilfe einer normalen Handpipette gelingtes sehr ein- 
fach die Flussigkeit abzunehmen, so daB nur noch die Ma- 
gnetpartikel an der GefaBwand verbieiben. Wird das Rohr- 
chen aus der Halterung entnommen und wieder mit Flussig- 45 
keit befiillt und durchmischt, so werden die Partikel gewa- 
schen, so daB letztendlich nur noch das gebundene Produkt 
an den Partikeln verbleibt. Die Trennung von Produkt und 
Magnetpartikel erfolgt auf gleichem o. g. Wege. Ebenfalls 
gebrauchlich sind elektrisch steuerbare Magnetfelder (DY- 50 
NAL-MPC-auto 96) oder motorisch bewegliche Permanent- 
magnete; AGOWA-Magnetseperator (DE-GM 296 14 623). 

Fur das Hantieren von Magnetpartikeln im Mikrotitrati- 
onsplattenformat insbesondere zur Vorbereitung der PGR in 
sog. thin- wall-tube-plates konnen die Magnethalter MPC-96 55 
oder MPC-9600 von DYNAL verwendet werden. Der Ma- 
gnetpartikelhalter MPC-9600 ist auch im o. g. AGOWA- 
Magnetseperator enthalten. Ebenfalls im 8 x 12-well-For- 
mat arbeitet der zweiteilige Magnetseperator der Fa. PRO- 
MEGA. Eisenstifte tauchen in die Mikrotitrationsplatte und 60 
halten die Magnetpartikel fest, so daB die feste Phase an die- 
sen Stiften fixiert wird. Dies funktioniert solange die Eisen- 
stifte mit einem Permanentmagnet gekoppelt sind. Wird die- 
ser entfernt, so konnen die Magnetpartikel wieder resuspen- 
dicrt wcrdcn. Fiir die Durchfiihrung von Scrccningcxpcri- 65 
menten ist es wichtig im Mikrotitrationsplattenformat einen 
hohen Durchsatz an Testpunkten pro Zeiteinheit zu errei- 
chen. Wie bei alien Liquidhandlingschritten gelingt dies nur 



durch eine entsprechende Autoinatisicrung. 

Deshalb sind die im Screening sehr weit verbreiteten Pi- 
pettiennaschinen wie z. B. von den Firmen TECAN, 
BECKMAN, .HAMTTTON und ROSYS mit.MagneLsepera-. 
toren von den Finnen AGOWA bzw. DYNAL nachgeriistet 
worden. Komplette Tcstablaufe (z. B. mRNA-Isolierung aus 
der Zellkultur oder virale RNA aus Vollblut fur PCR-Nach- 
weis) dauern aber mit diesen Geraten immer noch mehrere 
Stunden. Charakteristisch fiir diese Maschinen ist, daB sie 
die Liquidhandlingschritte mit einer Pipettenspitze oder ein- 
dimensional aufgereihten 2 bis 8 Pipettenspitzen durchfuh- 
ren. 

Es ist deshalb Aufgabe der Erfindung eine automatisier- 
bare Losung fiir hoheren Durchsatz an Mikrotitrationsplat- 
ten pro Zeiteinheit vorzuschlagen. 

Eine solche Durchsatzerhohung gelingt durch die Kombi- 
narion der an sich bekannten mikrotitratiosplattenkompati- 
blcn Magncthaltcranordnungcn und dch ebenfalls bekann- 
ten Simultandosierem mit 8 x 12- well Spitzen im Mikroti- 
trationsplattenformat mit einer entsprechend gestalteten Mi- 
krotitrationsplatten- und Magnethalterprasentiermechanik. 

Durch die Anwendung dieser jeweils zweidimensionalen 
Liquid- und Magnetpartikeln andlingeinrichtungen entsteht 
unter Hinzunahme von entsprechend gestaltetem Platten- 
handling ein vollig neues Werkzeug fur Isolation/Purifika- 
tion im MinutenmaBstab. 

Im folgenden soli die Geratetechnik hierzu mit beispiels- 
weise genannten Mitteln beschrieben werden: 

Simultandosierer (DD-PS 260571) 

Diese Gerate ennog lichen die gleichzeitige Aufnahme/ 
Abgabe von Flussigkeiten im fiir Mikrotitrationsplatten ub- 
lichen zweidimensionalen 8x12- oder 16 X 24- well Raster 
durch Pipettenspitzen, Nadeln oder ahnlichen Einrichtun- 
gen. 

Magnethalter 

Zweidimensionale 8 x 13-Lochanordnung im Mikrotitra- 
Uonsplatten format die z. B. die wells von sogenannten thin 
wall tube plates aufnehmen konnen und zwischen deren 
Lochspalten oder Lochzeilen Permanentmagnete so ange- 
ordnet sind, daB beim Einsetzen von den o. g. Platten die in 
den wells der Platten befindlichen Magnetpartikel von die- 
sen Magneten angezogen und an der Wand der wells fixiert 
werden. Durch eine zusatzliche Spalte oder Zeile auf dieser 
Lochplatte gelingt es leicht durch Umsetzen der thin weil 
tube plates die Magnetpartikel jeweils rechts oder links an 
die wells zu heften. Durch Wechsel der Position konnen die 
Partikel in der fliissigen Phase gewaschen werden. Im fol- 
genden Beispiel wird von einer zusatzlichen Spalte ausge- 
gangen, 
oder 

eine zeilen- oder spaltehweise orientierte Kammanordnung 
von Perrnanentmagnetstaben deren Abstand eine Positionie- 
rung zwischen den Pipettenspitzen des Simultandosierers 
erlaubt. Damit ist es moglich die Magnetpartikel in der Pi- 
pettenspitze zu halten und Flussigkeit aufeunehmen oder ab- 
zugeben. 

Thin wall tube plates (TWP) 

Spezielle 8 x 12 = 96 well-Mikrotitrationsplatten (auch 
192 und 384 well ublich) gcringcr Wandstarkc iiblichcr- 
weise aus PP oder PC, welche gewohnlich so dimensioniert 
sind, daB sie in marktublichen Thermocyclem benutzt wer- 
den, und somit die Gelegenheit bieten, ebenfalls in einer 
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Lochplatle mil Magneten positioniert zu werden. 

Mikrotitrationsplatten- und Magncthalterhandhabungsme- 
chanik 

5 

Vorrichtung zur relativen Posirionicrung von Mikrotitrati- 
onsplaucn (MTP), TWPs und Vorrats- und WaschgefaBcn 
gegeniiber einem Magneth alter sowie wicderum des Ma- 
gnethalters gegenuber einer marrixfOnnigen zweidimensio- 
nalen Pipettenspitzenanordnung, derart daB es moglich ist 10 
z. B. TWPs in den Magnethalter wechselweise beginnend 
nut Spalte 1 oder 2 abzulegen Oder einen Magnethalter ge- 
genuber den Pipettenspilzen zu posit ionieren, daB in einer 
ersten Variante Mittel vorgesehen sind, die TWPs oder an- 
dere GefaBe mit mikrotitrationsplatienartiger Geometrie 15 
von einer Transporteinrichtung zu iibernehmen und aut" dem 
Magnethalter abzusetzen und diesen gegeniiber den Pipet- 
tenspilzen so zu positionicrcn, daB mit cincr matrix fomrigen 
Pipettenspitzenanordnung ein Flussigkeitsaustausch zwi-. .. 
schen Spilzen und Kavitaten erfolgen kann. 

Oder das in einer zweiten Variante ein Maenetkamm zwi- 
schen den Spitzen so angeordnet wird, daB der Magne t - 
kamni wechselweise beginnend in der ersten oder zweiten 
Spitzenreihe beginnend angeordnet wird und das ein Fliis- 
sigkeilsauslausch zwisehen Pipeitenspitzen und den Kavita- 
ten der Mikrotitrationsplatte moglich ist. 

Die Mittel zur Losung dieser technischen Aufgabe lassen 
sich wie folgt beschreiben: 

Zur Bewegung der Mikrotitrationsplatten und des Magneth- 
alters in vertikaler Richtung ist ein entsprecbender motori- 
scher Antrieb z. B. in Form eines Zahnstangenanlriebs mit 
Schrittmoior vorgesehen. Die Positionierung in beiden hori- 
zontalen Richtungen erfolgt mit einem elektrisch steuerba- 
ren Kreuztisch. Die Fixierung der Platten unterhalb der Pi- 
pettenspitzen kann mit einem Greifmechanismus erfolgen. 35 
Der Transport der Platten zum Simultandosierer erfolgt 
clurch einen Wagen z. B. auf einer Stangenfuhrung. Urn die 
Magnethalter zwisehen den Pipettenspilzen zu bewegen ist 
ein horizontal laufender linearer Antrieb vorgesehen der die 
Magnete aus dem Zwischenraum der Spilzen herauszieht 40 
und in einer uni ein Raster versetzten Position wieder hin- 
einschiebt. Fiir alle diese Antriebs- und Handhabungsmittel 
kann auf den Stand der Technik zurlickgegrirTen werden. Es 
ist einfach moglich mil einer Computersteuerung diese ver- 
schiedenen Bewegungsablaufe zu automatisieren. 

Ein einfacher Ablauf zum Waschen der Partikel ist ini fol- 
genden beschrieben: 

Die Partikel befinden sich in homogener Suspension in einer 
TWP und haben an ihrer Oberflache z. B. Nukleinsaure ge- 
bunden. Durch Einsetzen der thin wall plates in den Magnet- 
adapter werden die Partikel an den Wanden der wells fixiert, 
und es gelingt mit der zweidimensionalen Pipettenanord- 
nung die fliissige Phase abzunehmen und simultan Waschlo- 
sungen aus einem VorratsgefaB, welches u. a. auch eine 
MTP oder ein ahnliches GefaB sein kann, zuzugeben. Durch 55 
Wechseln der Plattenposition um eine Spalte gegenQber den 
Magneten bewegen sich die Partikel von einer well-Seite 
zur anderen und werden gewaschen. Dieser Vorgang kann 
auBerhalb des Magnethalters erganzt werden, durch das si- 
multane Aufsaugen/Abgeben der Russigkeit einschlieBlich 60 
der Partikel mit der zweidimensionalen Pipetienspitzenan- 
ordnung. 

Die Arbeit mit einer solchen Anordnung fuhrt zu einer 
deutlichen ErhOhung der Verarbeitungsgeschwindigkeit, so 
daB cs moglich wind die Aufrcinigung von Nuklcinsaurcn, 65 
einschlieBlich von Reagenzzugaben, Lyse, Elution und Hin- 
zufugung des PCR-Mixes innerhalb von wenigen Minuten 
durchzufuhren. 
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PatentansprLiche 

1. Anordnung fur Liquid-, Magnetpartikel- und Ge- 
faBhandling dadurch gekenn/eiclinet, daB diese eine 
zweidimensionale Pipettenanordnung, eine zweidi- 
mensionale Magnethalteranordnung und eine zweidi- 
mensionale Kavitatenanordnung in Kombination mit 
einer Handhabungsmechanik aufweist. 

2. Anordnung gemaB 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
die zweidimensionale Pipettenanordnung ein simultan 
arbeitender Pipetiier-ZDosierautomat mit wenigstens 4 
Spitzen/Nadeln ist. 

3.1 Anordnung gemaB 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
die zweidimensionale Magnethalteranordnung eine 
Tragerplatte fiir eine Vielzahl von matrixartig angeord- 
neten Permanentmagneten ist. 

3.2 Anordnung gemaB 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
die zweidimensionale Magnethalteranordnung cine 
Tragerplatte fiar eine Vielzahl von zeilenweise ange- 
ordneten Pennanentmagnetstaben ist. 

3.3 Anordnung gemaB 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
die zweidimensionale Magnethalteranordnung eine 
Tragerplatte fiir eine Vielzahl von spaltenweise ange- 
ordneten Pennanentmagnetstaben ist. 

4. Anordnung gemkB 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
die zweidimensionale Magnethalteranordnung eine 
kammartige Anordnung von Pennanentmagnetstaben 
ist. 

5. Anordnung gemaB I, dadurch gekennzeichnet, daB 
die zweidimensionale Kavitatenanordnung sich am 
Mikrotitrationsplatten format orientiert. 

6. Anordnung gemaB 2, dadurch gekennzeichnet. daB 
die geometrische Anordnung der Spitzen/Nadeln dem 
Mikrotitrationsplattenstandart folgt . 

7. Anordnung gemaB 3.1, dadurch gekennzeichnet, 
daB sich die Anordnung der Pennanentmagnete an den 
Kavitaten der Mikrotitrationsplatten orientiert. 

8. Anordnung gemaB 4, dadurch gekennzeichnet, daB 
sich das Raster der Kammanordnung aus dem Spitzen- 
raster des Simullandosierers ergibt, so daB die Magnet- 
stabe in die Zwischenraume der Spitzen passen. 
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